目前，对于有HLA相合同胞供者（MSD）的年轻重型/极重型再生障碍性贫血（SAA/VSAA）患者，一线治疗推荐为造血干细胞移植（HSCT）；而对于40岁以上的无MSD的SAA/VSAA患者，一线治疗均首选免疫抑制治疗（IST）[@b1]--[@b3]。多数研究显示VSAA患者接受HSCT或IST的获益和风险因患者年龄和ANC的不同而存在差异，IST后血液学反应和长期生存与治疗前中性粒细胞绝对计数（ANC）相关[@b1]--[@b3]。但SAA/VSAA治疗决策并未依据ANC而进一步精细区分。本研究中，我们回顾性分析145例一线应用IST的VSAA患者资料，分析IST前ANC对近期疗效和长期生存的影响，为进一步优化VSAA患者一线治疗决策提供参考。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析我中心2006年1月至2011年10月间连续收治的145例一线应用IST的VSAA患者资料，其中男77例，女68例，中位年龄18（3\~61）岁。诊断与分型参照文献[@b4]--[@b6]标准，其中肝炎相关性AA 11例。诊断到IST中位时间16（3\~120）d。IST前中位ANC 0.03（0\~0.19）×10^9^/L，中位HGB 64（32\~102）g/L，中位网织红细胞绝对值（ARC）3.5（0.4\~62.2）×10^9^/L，中位PLT 9（1\~36）×10^9^/L。结合临床，应用受试者工作特征曲线（ROC曲线）优选确定治疗前ANC最佳界限值来预测IST后血液学反应及生存质量；并以该ANC阈值分组，观察阈值上下两组VSAA患者的早期死亡、血液学反应及长期生存情况，获得该ANC阈值对VSAA患者的疗效评估价值。本研究经我院临床研究专业学术委员会和伦理委员会批准，并征得患者和（或）家属知情同意。

2．治疗方案及疗效评价：IST方案为兔抗人胸腺细胞球蛋白（r-ATG）（美国Genzyme公司产品）联合环孢素A（CsA），二者用法、用量以及疗效判定标准参照文献[@b4]--[@b6]。患者获得血液学反应前，予成分血输注等支持治疗。符合完全治疗反应（CR）、良好部分反应（GPR）及部分治疗反应（PR）标准为获得血液学反应，无治疗反应及死亡定义为无效，CR+GPR描述为良好血液学反应。IST后6个月内血液学反应为早期血液学反应。

3．随访及相关定义：r-ATG治疗第1天开始进行随访，随访截止日期为2015年2月1日，中位随访51.5（0.2\~109.1）个月。获得血液学反应前，患者每周至少进行2次血常规检测，并分别于IST后3、6、9、12个月行骨髓细胞形态学、细胞遗传学检查及外周血阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆检测等评价疗效。IST治疗后3个月内死亡为早期死亡。IST后12个月内无效、出现克隆性染色体异常、转变为骨髓增生异常综合征/急性髓系白血病、出现伴临床和（或）溶血生化证据的PNH克隆、复发、需进行二次治疗以及各种原因引起的死亡均定义为事件，无上述任一情况发生为无事件生存（EFS）。总生存（OS）时间定义为随访起点至随访截止日期或患者死亡时间，EFS时间定义为随访起点至随访截止日期或发生事件时间。

4．统计学处理：应用SPSS 17.0软件进行统计学分析。计量资料比较采用秩和检验，计数资料比较采用卡方检验。应用ROC曲线优化治疗前ANC预测IST后血液学反应及生存的界限值。生存分析采用Kaplan-Meier法，并以Log-rank检验进行单因素分析。双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者早期死亡、血液学反应与长期生存情况：145例VSAA患者IST后3、6个月血液学反应率分别为35.9%及46.9%；5年OS率为75.0%、5年EFS率为51.5%；早期病死患者12例，病死率为8.3%，其中10例为感染相关死亡。

2．ROC曲线优化ANC预测VSAA患者血液学反应：ROC曲线预测3个月血液学反应的最佳ANC值为0.065×10^9^/L（约登指数0.327）；预测6个月良好血液学反应的最佳ANC值亦为0.065×10^9^/L（约登指数0.370）。为临床应用方便，我们选取接近0.065×10^9^/L的0.05×10^9^/L作为最佳ANC界限值，预测3个月及6个月的血液学反应灵敏度和特异度分别为58.8%、70.1%；预测IST后6个月良好血液学反应灵敏度为60.9%、特异度为72.4%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![中性粒细胞绝对计数预测极重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗后血液学反应的受试者工作特征曲线（ROC曲线）\
A：免疫抑制治疗后3个月；B：免疫抑制治疗后6个月](cjh-37-04-329-g001){#figure1}

3．不同ANC阈值下VSAA患者IST前主要特征比较：145例患者中ANC≤0.05×10^9^/L者为82例，ANC\>0.05×10^9^/L者为63例，两组患者的基本情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 不同ANC阈值下极重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗（IST）前主要特征比较\[中位数（范围）\]

  组别                  例数   男/女（例）   年龄（岁）   诊断到IST时间   HGB(g/L)      ARC(×10^9^/L)    PLT(×10^9^/L)   ALC(×10^9^/L)
  --------------------- ------ ------------- ------------ --------------- ------------- ---------------- --------------- ------------------
  ANC\>0.05×10^9^/L组   63     38/25         15(4\~59)    14(4\~50)       62(32\~102)   5.5(1.2\~62.2)   9(1\~36)        1.04(0.03\~3.60)
  ANC≤0.05×10^9^/L组    82     39/43         19(3\~61)    18.5(3\~120)    66(38\~96)    2.6(0.4\~19.4)   9(1\~36)        0.87(0.10\~3.30)
                                                                                                                         
  *P*值                        0.128         0.473        0.001           0.042         0.000            0.249           0.027

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；ARC：网织红细胞绝对计数；ALC：淋巴细胞绝对计数

4．不同ANC阈值对VSAA患者IST后血液学反应及预后的影响：ANC≤0.05×10^9^/L和ANC\>0.05×10^9^/L组患者早期病死率分别为13.4%（11/82）、1.6%（1/63），差异有统计学意义（*P*\<0.05）。12例早期死亡的VSAA患者仅有1例在ANC\>0.05×10^9^/L组，绝大部分（11例）位于ANC≤0.05×10^9^/L组。两组患者IST后3个月血液学反应率分别为22.0%、54.0%（*P*=0.000），6个月分别为34.1%、63.5%（*P*=0.000），差异均有统计学意义（[表2](#t02){ref-type="table"}）；5年OS率分别为（62.5±5.4）%、（91.4±3.7）%（*P*=0.000），5年EFS率分别为（42.3±5.5）%、（63.1±6.5）%（*P*=0.003），差异均有统计学意义（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

###### ANC对极重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗（IST）后早期血液学反应的影响\[例数（%）\]

  组别                  例数   IST后3个月   IST后6个月                                                        
  --------------------- ------ ------------ ------------ -------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
  ANC\>0.05×10^9^/L组   63     19(30.2)     9(14.3)      6(9.5)   34(54.0)   6(9.5)     20(31.7)   14(22.2)   40(63.5)
  ANC≤0.05×10^9^/L组    82     10(12.2)     7(8.5)       1(1.2)   18(22.0)   16(19.5)   10(12.2)   2(2.4)     28(34.1)
                                                                                                              
  *P*值                        0.008        0.275        0.021    0.000      0.098      0.004      0.000      0.000

注：ANC：中性粒细胞绝对计数；CR：完全治疗反应；GPR：良好的部分治疗反应；PR：部分治疗反应；总反应：CR+GPR+PR

![不同中性粒细胞绝对计数（ANC）（0.05×10^9^/L为界限值分组）对极重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗后总生存（A）和无事件生存（B）的影响](cjh-37-04-329-g002){#figure2}

以ANC 0.10×10^9^/L为界限值分组，ANC≤0.10×10^9^/L者为111例，ANC\>0.10×10^9^/L者为34例，两组患者的5年OS率分别为（70.3±4.4）%和（90.3±5.3）%（*P*=0.039）（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）；以ANC 0.15×10^9^/L为界限值分组，ANC≤0.15×10^9^/L者为130例，ANC\>0.15×10^9^/L者为15例，两组患者的5年OS率分别为（73.1±4.0）%和（92.9±6.9）%（*P*=0.093）（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。

![不同中性粒细胞绝对计数（ANC）对极重型再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗后总生存的影响\
A：以ANC 0.10×10^9^/L为界限值；B：以ANC 0.15×10^9^/L为界限值](cjh-37-04-329-g003){#figure3}

单独分析其中54例儿童VSAA患者，ANC≤0.05×10^9^/L组与ANC\>0.05×10^9^/L组比较3个月血液学反应率（20.0%对69.4%）、6个月血液学反应率（40.0%对75.0%）、5年OS率（66.9%对90.8%）及5年EFS率（51.8%对69.4%）均较后者低，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。

5．二次治疗：IST后6个月未获血液学反应的77例VSAA患者中仅5例接受二次治疗，除却12例早期死亡者，二次治疗率仅7.7%。1例于IST后6个月行中剂量环磷酰胺治疗获CR；2例于IST后9个月再次行IST，1例获CR，另1例死亡；2例行HSCT，1例失访，1例获CR。

讨论 {#s3}
====

VSAA/SAA一线治疗决策应综合考虑患者年龄和治疗前ANC水平，对于ANC极低的VSAA治疗决策应更加积极[@b2],[@b7]。确定合理的ANC阈值对VSAA进行分析，评估以该阈值为界限的VSAA患者早期血液学反应和长期生存情况，可能为制订合理的一线治疗决策略提供参考。

Yagasaki等[@b8]研究288例儿童VSAA/SAA患者资料，定义IST前后ANC持续为零者为爆发性AA，其6个月血液学反应率显著低于SAA和其他VSAA患者（分别为40.0%、63.7%和63.6%，*P*=0.027），但感（74/110）和延迟血液学反应（23/110），未获血液学反应的爆发性AA患儿与SAA和其他VSAA相较OS率差异无统计学意义（88.5%、96.8%和95.8%，*P*=0.281）。故而认为即使ANC极低，无MSD的儿童VSAA/SAA患者一线治疗选择IST依然合理。

对于上述部分观点，我们持怀疑态度。为此，我们拟将VSAA患者以ANC 0.05×10^9^/L为界分为两组，将血液学反应、OS及EFS进行对照研究。在对照研究前将两组患者的基本情况进行比较，结果显示两组患者在性别、年龄及PLT方面差异无统计学意义（*P*值均\>0.05），而诊断到IST时间、ARC及ALC间差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）。考虑到ARC、ALC同ANC同为反映骨髓残留造血的指标，存在一定的关联性，同时ANC≤0.05×10^9^/L的患者感染发生率高，IST前抗感染治疗的时间更长，因此造成了确诊到IST时间的明显延长。

在本研究中我们发现，与ANC\>0.05×10^9^/L的VSAA患者相比，ANC≤0.05×10^9^/L者IST后不仅早期血液学反应率差，而且OS率及EFS率减低，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05），这与Yagasaki等[@b8]的观点不同。本研究中ANC≤0.05×10^9^/L患儿接受一线IST治疗后血液学反应同样较差，甚至低于文献报道的接受一线HLA相合无关供者移植（MUD-SCT）的疗效[@b9]--[@b10]。可见，造血衰竭严重程度本身是造成其血液学反应低，长期生存差的关键因素。

与Yagasaki等[@b8]结果不同，我们发现ANC≤0.05×10^9^/L的VSAA患者接受一线IST早期病死率高于ANC\>0.05×10^9^/L者（13.4%对1.6%，*P*\<0.05），死亡人数占所有VSAA死亡患者的绝大部分，且几乎均与严重感染相关，使得患者丧失进一步治疗的机会；即使获得血液学反应其疗效质量也较差，加之二次挽救治疗率极低，故而患者长期生存难以令人满意。我们认为除进行保护性隔离、积极输注血液制品和抗感染支持治疗外，ANC≤0.05×10^9^/L且无MSD的VSAA患者一线治疗策略或应有别于其他VSAA/SAA患者，须考虑起效更快、疗效质量更高的替代治疗方案如单倍体HSCT，而不是首选IST。

近年VSAA/SAA患者MUD-SCT疗效明显改善，在儿童甚至与MSD-SCT疗效接近[@b9]--[@b10]，倾向于若能很快找到MUD，儿童一线治疗可采用MUD-SCT[@b11]--[@b14]。而查找MUD往往耗时数月，是目前MUD-SCT作为一线治疗的最大限制[@b2],[@b15]--[@b16]。相对于MUD，单倍体HSCT近乎完全不存在寻找供者问题，利于及时治疗，且后续应用供者细胞相对易行[@b16]。近期有研究者报道单倍体HSCT治疗VSAA/SAA的结果令人鼓舞，患者OS率可达64.6%\~84.6%[@b17]--[@b19]，与我们观察的ANC≤0.10×10^9^/L及≤0.15×10^9^/L组进行IST后的VSAA患者5年OS率相当（分别为70.3%和73.1%），但高于ANC≤0.05× 10^9^/L组（62.5%），说明ANC≤0.05×10^9^/L的VSAA患者如果选择单倍体HSCT可能会取得更好的疗效；同时由于HSCT后多在2\~3周造血重建，大大减少了VSAA尤其是ANC≤0.05×10^9^/L的VSAA患者感染相关的病死率，从而使这部分HSCT患者受益。前瞻性对照研究评估一线IST和MUD/单倍体-HSCT治疗ANC极低的VSAA患者非常迫切。

通过对不同ANC阈值的VSAA患者进行IST后血液学反应及生存情况比较，我们发现，ANC≤0.05×10^9^/L的VSAA患者一线IST治疗早期病死率高，血液学反应及OS、EFS率低，提示在其他替代治疗疗效明显改善的背景下，优化治疗方法、制订合理治疗策略非常必要。鉴于我们的研究为单中心回顾性研究，其研究本身存在固有缺陷，故此结论尚须进行前瞻性、随机对照临床试验来加以验证。
